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RESUMEN

Los anticuerpos son proteinas producidas por los linfocitos B de un organismo expuesto a
cualquier antigeno. En medicina humana y veterinaria se usan para diagndstico y tratamiento de
enfermedades causadas por agentes biologicos y particulas no biologicas. En el ambito de la
Sanidad Vegetal, para detectar patogenos, los complejos métodos convencionales y modernos
limitan su accesibilidad a los agricultores. Esta investigacion se realizo en los laboratorios de
Microbiologia Agricola y Biologia Molecular de la Universidad Nacional Agraria, sede central.
El disefio experimental empleado fue semicuantitativo. El proposito fue evaluar la efectividad
de Ac policlonales producidos en conejos blancos Oryctolagus cuniculus L, a partir de aislados
de Ralstonia solanacearum, como una técnica de diagnostico rapido y especifico para este
patdégeno. Se extrajo plantas con sintomas de marchitez bacteriana y suelo para aislar el
patdégeno mediante test de flujo y dilucion seriada. Se cultivo en medios de AN+TZC al 1%, a
temperatura ambiente por 48 horas. La identificacion del patdgeno se realizd por pruebas
bioquimicas, sensoriales y moleculares. El antigeno se preparé en formas pura y lisada. Se
administré6 ImL de antigeno por via subcutdnea en conejos adultos, durante 6 semanas. Cada
semana se recolectd 2 ml de sangre; centrifugada para obtener el antisuero. Los datos se
analizaron mediante la prueba de T de Student en Infostat. Los resultados mostraron
concordancia entre la prueba de aglutinacion y la PCR, sin diferencias significativas (p > 0.05).
Estos hallazgos indican que los anticuerpos desarrollados presentan alta sensibilidad y
especificidad, lo que sugiere su potencial como una herramienta accesible y eficiente para el
diagnostico de Ralstonia solanacearum en condiciones de campo.

Palabras claves: anticuerpos policlonales, diagnostico, aglutinacion, conejos



ABSTRACT

Antibodies are proteins produced by the B lymphocytes of an organism exposed to any antigen.
In human and veterinary medicine, they are used for the diagnosis and treatment of diseases
caused by biological agents and non-biological particles. In the field of Plant Health, to detect
pathogens complex conventional and modern methods limit their accessibility to farmers. This
research was carried out in the laboratories of Agricultural Microbiology and Molecular Biology
of the National Agrarian University, headquarters. The experimental design used was semi-
quantitative. The purpose was to evaluate the effectiveness of polyclonal Ac produced in white
rabbits Oryctolagus cuniculus L, from isolates of Ralstonia solanacearum, as a rapid and
specific diagnostic technique for this pathogen. Plants with symptoms of bacterial wilt and soil
were extracted to isolate the pathogen by flow test and serial dilution. It was cultured in 1%
AN+TZC media at room temperature for 48 hours. Pathogen identification was performed by
biochemical, sensory, and molecular testing. The antigen was prepared in pure and lysed forms.
ImL of antigen was administered subcutaneously in adult rabbits for 6 weeks. Each week 2 ml
of blood was collected; centrifuged to obtain the antiserum. Data was analyzed using Student's
T test in Infostat. The results showed agreement between the agglutination test and the PCR,
with no significant differences (p > 0.05). These findings indicate that the antibodies developed
have high sensitivity and specificity, suggesting their potential as an accessible and efficient
tool for the diagnosis of Ralstonia solanacearum under field conditions.

Keywords: polyclonal antibodies, diagnosis, agglutination, rabbit
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I. INTRODUCCION

De acuerdo con Rodriguez (2010) probablemente las primeras papas en cultivarse fueron
alrededor de 4.000 y 8.000 afios a.c. en la era Paleoindia, entre el sur de Peru y Bolivia al norte
del lago Titicaca region de los andes. A partir de las especies silvestres S. bukasovii, S.
canasense 'y S. multissectum, de la que se derivd S. andigena. Actualmente se conoce que la
especie que se ha distribuido por todo el mundo es S. tuberosum, comenzando con la migracion
hacia Europa en el siglo X VI, la poliploidizacion sexual, hibridaciones interespecifica y varietal

dio paso a la adaptabilidad y por consiguiente diversidad genética.

En la actualidad, la papa S. tuberosum L. se considera el tercer alimento més consumido en el
mundo. Es un cultivo vital para la soberania y seguridad alimentaria y, por sus atributos
nutricionales y biologicos ha sido nombrado patrimonio agricola de la humanidad.
(Organizacion de las Naciones Unidas para Agricultura y la Alimentacion [FAO, por sus siglas

en inglés], (2024),

Hallazgos de Norofia y Tipanquiza (2010) estimaron que su consumo per capita era de 50 kg
por persona al ano y superando los 300 millones de toneladas producidas en el mundo; no
obstante, como ocurre con todos los cultivos este se ve perjudicado por plagas y enfermedades,
siendo la marchitez bacteriana o podredumbre parda de la papa, causada por Ralstonia
solanacearum una importante amenaza para su produccion desde la sanidad hasta el rendimiento
y la calidad del tubérculo. Debido a sus variantes, las razas de este patégeno son altamente
resistentes y su capacidad de adaptacion afecta no solo a la papa, sino a varios cultivos en todo

el mundo.

De acuerdo con Saquicela et al. (2023) R. solanacearum, como agente causal de la marchitez
bacteriana de la papa o de la podredumbre parda, constituye una enfermedad de gran
importancia economica y sociocultural en el mundo y principalmente en las regiones andinas y
mesoamericanas, ya que causa dafios a todas las variedades de papa, siendo la principal

enfermedad bacteriana que afecta este cultivo.



Estas bacterias colonizan los cultivos de papas y marchitan las plantaciones constituyendo asi
una de las enfermedades mas resistentes por su alta capacidad de adaptacion, diseminacion y

resistencia a los antibidticos. (Rivas, 2022).

De acuerdo con el (Instituto de Proteccion y Sanidad Agropecuaria [IPSA], 2024) en Nicaragua
el estado fitosanitario de R. solanacearum se considera una plaga no cuarentenaria, pero de
importancia econdémica, por lo que mantiene constante monitoreo debido a su potencial impacto
en la produccidn agricola. Esta relevancia justifica la busqueda de métodos de diagnostico mas

accesibles.

Como sefialan Alvarez et al. (2008), existen diversas técnicas de diagndstico para R.
solanacearum, entre ellas métodos seroldgicas o enzimaticas (inmuno-floresencia e inmuno-
captura) que detectan bajas concentraciones del patdgeno. Sin embargo, también se emplean
existen técnicas mas sofisticadas como RT-PCR vy electroforesis, si bien estos métodos ofrecen
alta precision, requieren tiempo, recursos y personal especializado, lo que incrementa su costo

y limita su aplicacion.

Cambra (2010) asegura que la evolucion del diagnostico fitosanitario ha transitado desde
métodos clasicos como las pruebas de patogenicidad y microscopia electronica, que presentaban
problemas de especificidad y reacciones cruzadas; hacia técnicas modernas tales como la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), electroforesis e hibridoma molecular, que
superaban dichas dificultades. No obstante, estos métodos sofisticados presentan otros
problemas de inaccesibilidad y calidad de los reactivos. Por ello, las pruebas serologicas,
especialmente aquellas capaces de producir anticuerpos especificos, han revolucionado el
analisis in vitro al ofrecer una alternativa mas econémica, ademas de reducir la probabilidad de

reacciones cruzadas.

En este contexto, el propdsito de la presente investigacion es evaluar la efectividad de
anticuerpos policlonales producidos en conejos blancos (Oryctolagus cuniculus L), a partir de
aislados de Ralstonia solanacearum, como una técnica de diagnodstico rapido y especifico para
este patogeno; se pretende simplificar el proceso frente los métodos ya existentes y optimizar
recursos en términos de tiempo, materiales tecnoldgicos, logisticos y profesional, contribuyendo

asi a mejorar el diagnostico de R. solanacearum en el cultivo de papa.
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II. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Evaluar anticuerpos policlonales como herramienta de diagndstico para identificar Ralstonia
solanacearum agente causal de la marchitez bacteriana en el cultivo de la papa Solanum

tuberosum.
2.2 Objetivos especificos

Estimular la produccion de anticuerpos policlonales en conejos (Oryctolagus cuniculus L.)

contra Ralstonia solanacearum, utilizando aislados previamente identificados.

Determinar la produccion de anticuerpos contra Ralstonia solanacearum en conejo

(Oryctolagus cuniculus L), mediante prueba de aglutinacion y titulacion de anticuerpos.

Evaluar con muestras de tejido de papa la validez de la prueba de aglutinacion con anticuerpos

policlonales frente a la prueba de referencia PCR.



II1. MARCO DE REFERENCIA
3.1 Generalidades de la papa

Cuadro 1. Taxonomia de la papa

Reino Viridiplantae

Filo Estreptofitas

Clase Magnoliopsida

Orden Solanales

Familia Solanéceas

Género Solanum

Especie tuberosum (Linnaeus, 1753)

3.1.1 El cultivo de la papa

Huamaén (1986) afirma que la papa es una planta herbacea. Su habito de crecimiento cambia
entre las especies y dentro de cada especie, debido a que se ha determinado que la planta tiene
un crecimiento arrosetado o semiarrosetado. Las especies S. x juzepczukii, S. x curtilobum y S.
X ajanhuiri son capaces de adaptarse y producir en climas helados y entre otras especies

usualmente su crecimiento es rastrero, decumbente, semierecto y erecto.

De acuerdo con Huarte y Capezio (2013) existen dos subespecies de papa, S. tuberosum y S.
andigena. S. andigena se cultiva especificamente en las regiones entre Bolivia y Per(; mientras
que S. tuberosum es la especie que se ha esparcido a nivel mundial. La planta de papa sufre de
cinco estadios. I. Crecimiento del brote, II. Crecimiento vegetativo, III. Inicio de tuberizacion,
IV. Llenado de los tubérculos y V. Maduracién. Es una planta considerada termoperiodica, es
decir, que necesita una variaciéon entre la temperatura diurna y temperatura nocturna,

requiriendo un periodo entre § a 12 horas diarias en temperatura de 10 °C a 20 °C.

3.1.2 Morfologia de la planta de la papa

Como lo describe Lopez (1982), la semilla tubérculo abre paso a la raiz la cual esta formada por
raices adventicias fibrosas entre 3 a 5 en los brotes de los nudos subterraneos en lo que se forman
tubérculos y estolones que son tallos subterrdneos modificados. Los tubérculos son cortos y

gruesos, mientras los estolones son largos y carnosos.



Los tallos aéreos son herbaceos y resultan de las yemas en los ojos de los tubérculos. Sus hojas
son evidentemente compuestas, imparipinnadas en una planta adulta, sin embargo, en una planta
emergente sus hojas son simples. Las flores son basicamente una cima, aunque en ciertos casos
suele ser una unbela, usualmente nacen del tallo principal y son cubiertas por las hojas y la

cantidad de flores depende de la especie y condiciones ecoldgicas.

Los frutos son bayas globulares, ovoides, esféricos o conicas alargadas, su color puede ser verde
palido o intenso hasta rojizo. Su semilla se extrae de las bayas son pequenas aplanadas ovales y

generalmente amarillentas.

Flor «—— & Inflorescencia

Hojas
compuestas

Tallo lateral

Tubérculo Madre

Tubérculo

Figura. 1. Morfologia de la planta de papa. Del (International Potato Center [CIP, por sus
siglas en inglés] 2018), traducido por Deyvin-Oward.

3.1.3 Importancia econdémica de la papa
De acuerdo con la FAO (2024) en la actualidad es considerada como un cultivo vital y es el

tercer alimento mas consumido en el mundo, debido sus bondades nutricionales y a que requiere

menos espacio-tierra para cultivarse. Se ha declarado patrimonio agricola de la humanidad. Hoy
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en dia se ha procurado la diversidad genética como medio para conservar la papa, como pilar en
la agricultura sostenible y garantizar la disponibilidad de alimentos, seguridad y soberania

alimentaria.

Seglin el Ministerio de Economia Familiar Comunitaria, Cooperativa y Asociativa (MEFCCA,
2022) en Nicaragua se cultivan aproximadamente 1,500 hectareas de papa, lo que representa
entre el 40% y 60% del abastecimiento a la demanda nacional, cultivindose en zonas con
condiciones agroclimaticas que exige este cultivo, con alturas de 800 a 1,500 msnm, en los

departamentos de Jinotega, Matagalpa, Madriz, Nueva Segovia y Esteli.

Estadisticas del Banco Central de Nicaragua (BCN, 2024), reportan hasta el primer semestre
2024 en cultivo de papa alcanzamos una producciéon de 1 millon 362,000 quintales, un
crecimiento que representa el 2% con relacion al afio 2023, mientras que para el ciclo 2025 se

proyecta 1.4 millones de quintales, para un aumento del 1.5% en la produccién de este rubro.

3.1.4 Marchitez bacteriana de la papa

La marchitez bacteriana es una enfermedad vascular causada por Ralstonia solanacearum, un
patdgeno altamente destructivo que afecta a numerosos cultivos de importancia economica
como tomate, chile, papa, y plantas ornamentales. La bacteria invade el xilema, donde se
multiplica rapidamente, provocando obstruccion vascular, pérdida de turgencia y marchitez
progresiva de la planta. En condiciones favorables la enfermedad puede avanzar de forma rapida

y causar la muerte total de la planta (Hayward, 1991)

El Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica (CNIB, 2020) describe la clasificacion

taxonémica realizada por Smith. (1896), Ralston et al. (1973), Yabuuchi et al. (1992).

Cuadro 2. Taxonomia de Ralstonia

Clasificacién taxonomia

Reino Bacterias

Filo Pseudomonadota
Clase Betaproteobacteria
Orden Burkholderiales




Familia Burkholderiaceae
Género Ralstonia

Especie Ralstonia solanacearum

De acuerdo con Alvarez et al. (2008) R. solanacearum fue descrita por Smith (1896) como
Bacillus  solanacearum, posteriormente se le denomind Pseudomona solanacearum,
Burkholderia solanacearum y hasta la actualidad como Ralstonia solanacearum. Es una
bacteria ilustre de suelo-fitopatdgenas que ocasiona una enfermedad de marchitez y
podredumbre en su amplio rango de plantas de la familia Solandceas econdmicamente
importantes, en las que causa dafos severos hasta la muerte. De la clase pB-proteobacterias
consideradas un “complejo de especies”. Transmitida por el sustrato suelo y el agua ingresa a

las raices de las plantas, se dispersa a través del xilema, colapsa el huésped y regresa al ambiente.

Como lo mencionan (Buddenhagen y Kelman, 1964), las cepas de Ralstonia solanacearum
divergen en cuanto a su rango de huéspedes, distribucion geografica, patogenicidad o virulencia,

relaciones epidemioldgicas y propiedades fisiologicas.

De acuerdo con Hayward (1991), la bacteria ataca mas o menos 44 familias de plantas en
regiones tropicales y subtropicales y 200 especies de plantas entre las de mayor importancia
econdmica incluyen: tabaco, papa, musaceas, tomate, aji, berenjena, mani y varias plantas

ornamentales.
3.2 Técnicas de diagnostico de Ralstonia solanacearum

La Direccion General de Sanidad Vegetal - Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria (2013),
avala que existen diversas técnicas de deteccion de R. solanacearum, entre las mas comunes
estan: el diagnéstico morfologico, reacciones bioquimicas, técnicas seroldgicas “Ensayo de

Inmunoadsorcién Ligado a Enzima” (ELISA) y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Chavarro y Angel (2006) manifiesta que debido a su dificil identificacion se ha recurrido a
técnicas de especificidad o diagndstico molecular, siendo la (PCR) la 6ptima para la
identificacion de la bacteria mediante el uso de cebadores especificos, confirmando los

resultados arrojados por ensayos inmunoenzimaticos.



3.3 Anticuerpos policlonales como método de diagnostico fitosanitario

Rodriguez y Milenka (2005) realizd un analisis molecular de diversos aislados de (GFLV)
agente causal del virus de hoja en abanico de la vid, en el cultivo de uva, como herramienta de
deteccion de la proteina recombinante; o dicho de otro modo los Ac policlonales reconocen la
proteina del agente causal de la enfermedad planteada. Para confirmar esta hipotesis, también

realizaron pruebas de inmunocaptura a los Ac.

Por otro lado, Andrade (2012) utilizé la misma técnica de obtencion de Ac policlonales. En
dicho estudio se planted el desarrollo de anticuerpos policlonales dirigidos al dominio RT de la
proteina CP-RT codificada por el ARN2 del genoma viral. Con el designio de extender el nivel
de herramientas para diagnosis del Virus Mop-Top de la papa (VMTP) en el estado de

Colombia.

Mientras, Patifio et al. (2017) realizaron un estudio en Agave tequilana Weber var. Azul. Este
cultivo es de importancia tanto para la cultura, como para la economia mexicana. El estudio se
enfocd en la produccion de anticuerpos policlonales contra Fusarium sp, como herramienta base
para perfilar un método de diagnostico relativamente rapido y directo ante otros métodos

normalizados.
3.4 Anticuerpos

Los anticuerpos (Ac) son proteinas que circulan por la sangre y forman parte del sistema inmune.
Cuando reconocen sustancias extraias para el organismo, como los virus y las bacterias o sus
toxinas las detectan y neutralizan. Una vez el cuerpo se ha expuesto a una sustancia foranea
concreta, también llamada antigeno, los anticuerpos producidos para identificarlo y atacarlo
persisten en la sangre, ofreciendo proteccion en el caso que a futuro se produzca nuevo contacto
con el mismo antigeno. (National Human Genome Research Institute [NHGRI, por sus siglas

en inglés], 2024).

Los anticuerpos (Ac) o inmunoglobulinas (Ig) son moléculas glico-proteicas (90% polipéptidos,
10% carbohidratos) que tienen la capacidad de combinarse especificamente con un antigeno o

un inmunédgeno. Reciben también el nombre de: anticuerpos, gammaglobulinas (debido a su



migracion electroforética), antitoxinas, aglutininas o precipitinas (términos alusivos a su

actividad). (Vega, 2009)

Suarez, (2020) y Machado et al. (2006) afirman que, los primeros anticuerpos (Ac) utilizados
fueron los Ac policlonales, que fueron obtenidos del suero de animales previamente
inmunizados. Los Ac, son proteinas producidas por los linfocitos b como secuela de la
manifestacion de sustancias intrusas denominadas antigenos. Estos anticuerpos reconocen y se

unen a los antigenos para conseguir su posterior destruccion. (Ascoli, 2018)
3.5 Clasificacion y clases de anticuerpos

Existen dos tipos principales de anticuerpos utilizados en inmunodiagnostico: monoclonales y
policlonales. Una diferencia relevante es que la produccion de anticuerpos monoclonales
requiere mas tiempo y etapas experimentales complejas en comparacion con los anticuerpos
policlonales, que pueden obtenerse mediante procedimientos mas rapidos y menos complejos

(Talib et al. 2018).

Cuadro 3. Caracteristicas y diferencias entre los dos tipos de anticuerpos

Ac policlonales Ac monoclonales
Unidn a diferentes epitopos Unidn a un solo epitopos
Diferente afinidad por los antigenos Alta afinidad por los antigenos

Producidos distintos clones de linfocitos B Producidos por el mismo clon de linfocitos B

Segun Negroni, (2009), de acuerdo con la particularidad de sus cadenas pesadas, coeficiente de
sedimentacion, peso molecular y el contenido de hidratos de carbono, se catalogan cinco clases
de inmunoglobulinas (Ig) nominadas también isotopos: IgG, IgA, IgE, IgD e IgM; del mismo
modo, fueron descritos dos subclases de IgA de acorde a sus cadenas pesadas. (IgAl, [gA2) y

cuatro subclases de IgG (IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4).
3.6 Produccion de anticuerpos a partir de conejos, Oryctolagus cuniculus L

Tal como lo sugieren Arboleda et al. (2004), se debe disponer de un material bioldgico o
huésped-anfitrion, la especie y raza es indiferente, pero es imperativo siempre considerar edad,
peso y estado sanitario adecuado. Es importante realizar pruebas inmunolégicas a partir de la
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obtencion del suero, antes de inocular el antigeno. La inoculacion se aplica en via intramuscular

y se deposita en condiciones homogéneas.

Dunbar & Schwoebel (1990) afirman que se pueden utilizar conejillos de india, ratones, ratas,
gallinas, ovejas y cabras; sin embargo, los conejos son los animales mas empleados para la
obtencion de anticuerpos policlonales, esto se debe a su facil manipulaciéon y mantenimiento,
responden diversos tipos de antigenos y generan en intervalos de cada semana cantidades

adecuadas de antisuero.
3.7 Experimentacion con animales en Nicaragua

En congruencia al marco legal, la Asamblea Nacional de Nicaragua (AN, 2011) en la Ley 747,
Ley para proteccion y el bienestar de los animales domésticos y silvestres domesticados; en la
seccion VII de La Experimentacion e Investigacion, establece literalmente en los articulos

siguientes:

Art. 42. El uso de animales domésticos o animales silvestres domesticados para experimento o
investigacion que se lleven a cabo con fines de estudios y avances de la ciencia, seran

autorizados, siempre y cuando se demuestre que:

1. Los experimentos seran realizados bajo la supervision de una institucion de educacion
superior o de investigacion reconocida oficialmente y que la persona que dirige el
experimento cuente con los conocimientos y la acreditacion necesaria.

2. Los resultados experimentales deseados no puedan obtenerse por otros procedimientos
o alternativas.

3. Las experiencias sean necesarias para el control, prevencion, diagndstico o tratamiento
de enfermedades que afecten al ser humano o al animal.

4. Los experimentos no puedan ser sustituidos por esquemas, dibujos, peliculas,

fotografias, videocintas, materiales bioldgicos o cualquier otro procedimiento analogo.

Art. 43. Durante el proceso de investigacion o experimentos se debe garantizar el bienestar del
animal, y si por consecuencia de la investigacion el animal sufriera enfermedad o lesion
incurable, debera aplicarse la eutanasia de inmediato conforme a los procedimientos

establecidos por el reglamento de esta Ley.
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1. Ningun estudiante podra ser obligado a realizar précticas que impliquen maltrato o

crueldad con los animales.

Ninguna persona natural o juridica puede vender o donar animales para que se realicen

experimentos o investigacion en ellos.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion y fecha del estudio

El estudio se realizo en el periodo entre septiembre 2024 y noviembre 2025, en los laboratorios
de Microbiologia agricola y Biologia Molecular, adscritos a la Direccion de Ciencias Agricolas
de la Universidad Nacional Agraria. departamento de Managua, km 12.5 carretera panamericana
norte, en las coordenadas 12° 08' 51.05" latitud norte y 86° 09' 50.69" longitud oeste. Los
laboratorios estan orientados a la academia y la investigacion agricola, brinda un servicio de
diagnédstico de microorganismos de importancia econdmica y ambiental para especies agricolas

y forestales.

Leyenda

Laboratorio de Biologia molecular
Laboratorio de Microbiologia agricola

Figura 2. Ubicacion del estudio. Fuente: Elaboracion propia (2025).

4.2 Disefo metodoldgico

Esta investigacion es de caracter experimental y presenta un enfoque semi—cuantitativo, de corte
transversal y disefio descriptivo en concordancia con la tipografia planteada por Hernandez et

al. (2014).
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4.3 Disefio experimental

La presente investigacion se desarrolld mediante un disefio mixto, estructurado en dos fases:
Fase experimental, se realiz6 bajo un disefio experimental comparativo donde se emplearon 2
tratamientos o esquemas de inmunizacion a partir de aislados de R. solanacearum, en dos
especimenes distintos con; (1) Bacteria pura/conejo macho y (2) bacterias sensibilizadas/ coneja
hembra para la produccion de anticuerpos policlonales donde

Fase de evaluacion diagnostica, orientada a determinar la capacidad de deteccion de dichos
anticuerpos en muestras de papa, en comparacioén con un método de referencia.”

Cuadro 4. Tratamientos evaluados

Tratamiento Tipo de antigeno Sexo del inmunoreactor
T1 Bp Mx
T2 Bs Hx

Bp: Bacteria pura; Bs: Bacteria sensibilizadas; Mx: Macho; Hx: Hembra

4.3.1 Aislamiento de Ralstonia solanacearum

Se realiz6 de extracciones de plantas que presentaban los sintomas caracteristicos de marchitez

bacteriana en campo y a partir de muestras de suelo donde estuvieron las mismas plantas.
Aislamiento a partir de tejido vegetal.

A partir de tallos de plantas de papa que presentaban sintomas de marchitez bacteriana, se
realizaron cortes longitudinales de entre 2 y 5 cm utilizando un bisturi niimero 23.
Posteriormente, los fragmentos se sumergieron en un volumen de 5 a 10 ml de agua destilada

estéril, con el fin de liberar las células bacterianas (Calvo, 2005; Medina-Gomez, 2020).

El flujo bacteriano obtenido se sembrd mediante estriado en placas Petri que contenian el medio
de cultivo semiselectivo cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio al 1 % (TZC 1 %). Las placas fueron

incubadas a una temperatura de 28 a 30 °C y evaluadas tras un periodo de 24 a 48 horas.

Se seleccionaron las colonias con caracteristicas tipicas de R. solanacearum, las cuales
presentan un fenotipo distintivo, caracterizado por colonias de aspecto acuoso y con un centro
de color rojizo en el medio TZC al 1 %. Estas caracteristicas facilitan su identificacion

preliminar (Barrios, 2011; Fornos et al. 2021).
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Aislamiento a partir de muestra de suelo.

La recoleccion de muestras de suelo se llevo a cabo en areas donde las plantas presentaban
sintomas de marchitez bacteriana, lo que incrementa la probabilidad de detectar R.
solanacearum. El muestreo se realizdé como referencia de Fornos et al. (2021) que consiste en
extraer suelo de la rizosfera, a una profundidad de entre 10 y 20 cm, utilizando herramientas
previamente desinfectadas para evitar la contaminacion cruzada, debido a que el patogeno tiende
a concentrarse en suelos humedos y con incidencias. Las submuestras recolectadas se
homogenizaron para obtener una muestra heterogénea y posteriormente se almacenaron en

bolsas estériles.

Para el procesamiento de las muestras, se pesaron 10 g de suelo, los cuales se suspendieron en
90 ml de agua estéril, manteniendo una proporcion 1:9. Este procedimiento facilit6 la liberacion
del patégeno adherido a los agregados del suelo, tal como lo sefialan Medina-Gomez (2020). La

suspension obtenida sirvid como base para la preparacion de diluciones seriadas.

A partir de la suspension inicial (107"), se prepararon diluciones sucesivas de 1072, 1073, 10y
1075, siguiendo metodologias cominmente empleadas en estudios de bacterias del suelo. Este
enfoque resulta util para el aislamiento de R. solanacearum, ya que reduce la interferencia de

microorganismos acompafiantes (Gutiérrez, 2012).

Finalmente, a partir de las diluciones 10~ y 10 se sembraron alicuotas de 100 pul mediante
extension en placas Petri, utilizando un asa de Drigalsky estéril. Las colonias sospechosas fueron
posteriormente purificadas mediante resiembra y sometidas a pruebas bioquimicas, fisiologicas

y moleculares para confirmar su identidad (Corea-Narvéez et al. 2024)

4.3.2 Identificacion fenotipica y molecular de R. solanacearum

Se realizaron diversas pruebas fisioldgicas y bioquimicas con el proposito de confirmar la
presencia de R. solanacearum en las colonias previamente aisladas. Entre estas se incluyeron
ensayos bioquimicos orientados a determinar caracteristicas metabolicas asociadas al patogeno,
tales como la actividad oxidasa, la hidrdlisis de compuestos, la produccion de pigmentos

caracteristicos y la utilizacién de azlcares y alcoholes. Estos procedimientos son ampliamente
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empleados para la diferenciacion de especies dentro del género Ralstonia (Hayward, 1991; Prior

& Fegan, 2015). Los resultados obtenidos permitieron establecer la biovar correspondiente.

Adicionalmente, se llevaron a cabo pruebas fisiologicas, especificamente la prueba de
hipersensibilidad (HR) en plantas no hospederas, las cuales fueron inoculadas y monitoreadas
en condiciones de invernadero en la UNA. Esta prueba es fundamental para verificar la
capacidad patogénica del aislado, ya que permite evidenciar una respuesta tipica de bacterias
fitopatogenas. La aparicion rapida de necrosis en las hojas infiltradas constituye un indicador
clave, descrito en estudios clasicos y corroborado por investigaciones recientes en bacterias
vasculares (Klement et al. 1990; Mansfield et al. 2012). Esta reaccion refuerza la evidencia
fenotipica de que las colonias evaluadas corresponden a un fitopatégeno capaz de activar

mecanismos de defensa en las plantas y permiti6 determinar la raza del patogeno.

Posteriormente, la identidad de los aislamientos fue confirmada mediante la técnica de Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR). EI ADN genomico se extrajo utilizando el método de lisis
celular fisica descrito por Ren et al. (2007) y Islam et al. (2017). Se amplificaron regiones
génicas especificas mediante la aplicacion de protocolos estandarizados para el diagnostico de

R. solanacearum y otras bacterias vasculares (Opina et al. 1997; Fegan y Prior, 2005).

Finalmente, los productos de la amplificacion fueron analizados mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1%, con el fin de determinar la presencia del material genético de R. solanacearum

(Cellier et al. 2012; Elphinstone, 2005).

4.4 Especimenes para produccion de anticuerpos

4.4.1 Caracteristicas de los especimenes

Se seleccionaron dos conejos (Oryctolagus cuniculus L), una hembra y un macho, con una edad
minima de un afo y un peso aproximado de 12 libras cada uno, con el fin de asegurar la madurez
fisiologica y reducir la variabilidad asociada al crecimiento. La inclusion de ambos sexos, asi
como la homogeneidad en edad y peso, facilita la comparacion de las respuestas inmunoldgicas
entre los individuos y disminuye posibles sesgos derivados de estas variables (National
Research Council, 2011). Previo al inicio de los procedimientos experimentales, los animales

fueron sometidos a una evaluacion sanitaria integral realizada por un médico veterinario, con el
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objetivo de confirmar su estado clinico y aptitud para el estudio. Dicha evaluacion incluy6 la
valoracion del apetito, comportamiento, mucosas, frecuencia respiratoria, temperatura y peso

corporal (Percie du Sert et al. 2020).

El protocolo de manejo y monitoreo clinico se ajust6 a directrices internacionales de bienestar
animal. Para ello, se establecieron criterios de evaluacidon y un sistema de puntuacion clinica
orientado al registro de signos como pérdida de peso superior al 10 %, apatia, disminucion en
el consumo de alimento o agua, alteraciones en la postura o locomocion, temperatura corporal
anormal y manifestaciones locales en el sitio de inoculacion, tales como enrojecimiento,

inflamacion o supuracion. Canadian Council on Animal Care (2022)

Las observaciones clinicas se realizaron en tres fases: (a) una fase previa, entre 24 y 72 horas
antes del procedimiento, con el fin de establecer una linea base; (b) una fase aguda, con
monitoreos cada 30 a 60 minutos durante las primeras cuatro horas posteriores a la inoculacion,
y posteriormente cada 4 a 8 horas segun la estabilidad del animal; y (c) una fase posterior, con
evaluaciones diarias hasta la resolucion del cuadro o hasta alcanzar el punto de término
experimental. Este esquema de monitoreo y los criterios de intervencion se alinean con las
recomendaciones internacionales para la definicion de limites humanitarios y protocolos de

vigilancia en modelos de infeccion e inoculacion. Stokes (2002)

4.5 Preparacion del antigeno

Para la preparacion del antigeno, se empled R. solanacearum biovar 1, raza 3, previamente
identificado con el mayor grado de pureza posible. Se prepararon viales estériles de 2 ml que
contenian una solucidon de cloruro de sodio (NaCl) al 0,9 % p/v, utilizada unicamente como

vehiculo del antigeno y no como adyuvante (Gomez y Rios, 2024; Patel et al. 2025).

El antigeno se obtuvo mediante dos esquemas experimentales. En ambos casos, se utilizo el
mismo volumen de solucién salina para diluir dos muestras provenientes de colonias puras, las
cuales fueron previamente homogenizadas, con el fin de obtener dos suspensiones iniciales

equivalentes.
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Una de las suspensiones fue sometida a un proceso de lisis celular mediante calentamiento a 70
°C durante 10 minutos, mientras que la otra se mantuvo sin tratamiento térmico. De esta manera,
se generaron dos tipos de preparaciones: una constituida por bacterias intactas y otra por células
lisadas o sensibilizadas, que contenian componentes intracelulares expuestos, tales como
material genético y proteinas. Este enfoque permitié comparar cual de las dos variantes resultaba
mas adecuada como antigeno para la induccion de la respuesta inmune. El procedimiento de
preparacion se repitié antes de cada inoculacion, con el objetivo de asegurar la frescura del

antigeno y, en consecuencia, su efectividad (Lomonte, 2007)

Cuadro 5. Esquema general de inmunizacion

Esquema _ Distribucion de
Dosis ) Inmunoreactor
6 semanas dosis
Antigeno puro I mL Constante Macho
Células lisadas I mL Constante Hembra

4. 6 Inoculacion en los conejos

Una vez formulada la solucidén antigénica, se procedié a realizar la primera inoculacion,
administrando una dosis de 1 mL por via subcutanea. Posteriormente, los animales fueron
mantenidos en condiciones homogéneas en cuanto a alimentacion, manejo y cuidado,
permaneciendo en cautiverio doméstico y vigilancia. Bajo estas mismas condiciones, se
realizaron cinco inoculaciones de refuerzo, manteniendo dosis constantes, con el objetivo de

inducir y potenciar la produccién de los anticuerpos.

Los antigenos utilizados se obtuvieron a partir de cultivos puros en medio agar nutritivo, en fase
exponencial de crecimiento (3-5 dias), bajo condiciones de incubaciéon a 30 °C. La
concentracion celular se estim6 mediante la escala de turbidez de McFarland 0,5, con el fin de

estandarizar la carga bacteriana empleada en cada inoculacion.

Se aplicaron dos esquemas de inmunizacion basados en las preparaciones antigénicas (bacterias
intactas y lisadas), los cuales fueron administrados en ambos especimenes. El protocolo,
adaptado del propuesto por el Subcomité Taxondémico de Leptospira (TSCL) de la Union

Internacional de Sociedades de Microbiologia, Gonzalez et al. (2002) tuvo una duracién de seis
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semanas. El protocolo consiste en la administracion via subcutanea de cinco dosis de 1 mL a
intervalos semanales, seguida de una dosis de refuerzo de 0,5 mL, aplicada 15 dias después de
la quinta inoculacién, utilizando del mismo modo el antigeno vivo y el lisado.
Complementariamente se utiliz6 la escala al 0.5 del nivel de turbidez de McFarlan para calcular

la concentracion bacteriana.

Cuadro 6. Esquema especifico de inmunizacion

Dia Bacteria intacta Bacteria lisada
1 1 ml 1 ml

7 1 ml 1 ml

14 1 ml 1 ml

21 1 ml 1 ml

28 1 ml 1 ml

Refuerzos quincenales 0.5 ml 0.5ml

4.7 Variables no sujetas a evaluacion

El manejo de los conejos durante el proceso de inmunizacion se llevo a cabo en cautiverio
doméstico, siguiendo estrictamente protocolos de bienestar animal y bioseguridad. Se
garantizaron condiciones adecuadas de alojamiento, con acceso a alimentacion balanceada y
agua potable ad libitum, asi como un ambiente controlado en términos de temperatura, humedad

y ciclo de luz.

Los animales, previamente seleccionados con base en su estado de salud, edad y peso
homogéneo, fueron sometidos a un periodo de aclimatacion antes del inicio del estudio. Durante
el proceso de inmunizacion, se realizd un monitoreo continuo de su estado clinico, peso
corporal, consumo de alimento y posibles reacciones adversas. En caso de ser necesario, se
implementaron medidas analgésicas o, en situaciones criticas, la eutanasia humanitaria

conforme a los lineamientos establecidos.

Adicionalmente, se realizaron andlisis hematoldgicos completos (BHC) con el objetivo de
evaluar y dar seguimiento al estado de salud de los especimenes. Estos controles fueron

complementados con evaluaciones periodicas realizadas por un médico veterinario.
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La alimentacion de los animales consistio en una dieta balanceada basada en pienso, que incluia
heno, granos de avena y cebada, semillas de girasol, harina de soja y suplementos de vitaminas
y minerales. Asimismo, se complementd con el suministro regular de verduras y frutas frescas,
tales como apio, lechuga, lechuga romana, repollo, zanahoria, manzana verde, perejil y culantro,

con el fin de asegurar un adecuado aporte nutricional.

4.8 Obtencion del antisuero

Se empled el método descrito por Arboleda et al. (2004). Transcurridos los dias posteriores a la
inoculacion, los conejos fueron inmovilizados adecuadamente de manera mecénica con el fin
de realizar la extraccion de sangre. Se identificaron venas con buena irrigacion, las cuales fueron

desinfectadas cuidadosamente con etanol al 70% antes y después del procedimiento.

Posteriormente, se procedid a la puncidon venosa utilizando canulas de vidrio estériles,
recolectando un volumen minimo de 2 mL de sangre en frascos estériles. La sangre obtenida

fue sometida a centrifugacion a 3.500 rpm durante 5 minutos, con el objetivo de separar el suero.

El antisuero resultante se distribuyd en alicuotas y se almacen6 a 10 °C hasta su posterior
utilizacion. De esta manera, se obtuvieron anticuerpos policlonales especificos contra R.

solanacearum (AntiRS)

4.9 Titulacion de los anticuerpos

Se modifico levemente el procedimiento planteado por (Coll-Morales, 1993) donde aplica el
macro método de la titulacion bidimensional, mediante la técnica de aglutinacion que consiste
en realizar una dilucion seriada de los anticuerpos, las cuales son validadas a una concentracion
gradiente del antigeno hasta determinar la zona o concentracién de equivalencia de los

anticuerpo-antigeno.

Se empled la técnica de espectrofotometria para medir la absorbancia (ABS), es decir, la
cantidad de luz absorbida por la solucion compuesta por Rosa de Bengala + R. solanacearum.
Este andlisis permitio determinar la longitud de onda Optima y estimar la concentracion del
antigeno, asegurando que la solucion presentara valores adecuados y evitando concentraciones

excesivamente bajas o saturadas del soluto (Vargas-Hernandez & Vidal, 2014).
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Para la titulacioén de los anticuerpos, se prepararon diez tubos de ensayo estériles, en cada uno
de los cuales se anadieron 100 pL de solucién de NaCl al 0,9 %. Posteriormente, se incorporaron
100 pL de antisuero (Anti-RS) y se realizaron diluciones seriadas sucesivas. Este procedimiento
permitié6 evaluar la concentracion de los anticuerpos obtenidos a partir de antigenos

provenientes tanto de células intactas como lisadas.

Las mezclas se incubaron durante aproximadamente 3 minutos, tiempo en el cual ocurre la
interaccidon antigeno-anticuerpo, permitiendo asi la posterior evaluacion de la respuesta

inmunolégica.

4.10 Prueba de aglutinacion en tejido vegetal

En condiciones de campo y laboratorio, se empled una suspension coloreada con Rosa de
Bengala al 1 % como particula inerte, con el fin de facilitar la visualizacion de la aglutinacion
bacteriana. De acuerdo con el inserto técnico del reactivo Rosa de Bengala, la suspension
bacteriana tefiida permite la union de anticuerpos tipo IgG o IgM, favoreciendo la formacion de
agregados visibles tras el proceso de aglutinacion (Spinreact, 2023). Este principio es andlogo
al utilizado en pruebas seroldgicas para brucelosis, en las cuales células de Brucella sp
inactivadas y tefiidas con Rosa de Bengala incrementan la visibilidad de la reaccion (Ruiz-Meza

et al. 2005).

Durante el procesamiento de la muestra vegetal (tallo), el tejido fue lavado y triturado con el
objetivo de liberar las bacterias presentes en su interior. Posteriormente, el material se macerd
en una solucion de Rosa de Bengala al 1%, lo que permiti6 la tincion de las bacterias por difusion
en el medio liquido. Este proceso favorece la formacion de complejos antigeno-anticuerpo

durante la prueba de aglutinacion, incrementando la sensibilidad en la deteccion.

Una vez obtenida la alicuota tefiida, esta se mezclo6 directamente con los anticuerpos especificos
y se sometid a un periodo de incubacion. La agitacion controlada, ya sea mediante un agitador
(4 minutos a 80—100 rpm) o mediante movimiento circular manual, resulté fundamental para
favorecer la formacion de agregados sin inducir falsos positivos, conforme a los protocolos

establecidos para pruebas con Rosa de Bengala (Spinreact, 2023).
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Durante la fase de lectura, los agregados tefidos se identificaron visualmente como grumos, lo
que indica una reaccidn positiva de aglutinacion. En contraste, la presencia de una suspension
homogénea se interpretdé como un resultado negativo, al no evidenciarse la formacion de

complejos visibles antigeno-anticuerpo.
4.11 Variables evaluadas

Induccién de produccion de anticuerpos policlonales: Consiste en inmunizar al animal huésped
Oryctolagus cuniculus L, con el antigeno “Ralstonia solanacearum” lo cual desencadena un
efecto inmunitario adquirido, que trasciende en la generacion de una amalgama heterogénea de
anticuerpos. Estos son mensurados mediante técnicas serologicas utilizando el método ELISA.

(National Institutes of Health [NIH, por sus siglas en inglés], 2024)

Titulacién de los anticuerpos policlonales en tejido vegetal: Es un procedimiento analitico-
cuantitativo basado en una reaccion quimica que permite determinar la concentracion de la
inmunoglobulina presente en una muestra. Es una técnica de medicion de nivel o cantidad que
se puede determinar en una concentracion de la inmunoglobulina mediante reacciones quimicas

y se caracteriza por ser un procedimiento analitico-cuantitativo.

Presencia de Ralstonia solanacearum: Se realizard mediante la técnica de aglutinacion; ésta es
una técnica de biologia molecular que permite identificar las biomoléculas expresadas en

proteinas o acidos nucleicos ya sean de ADN o ARN.

Validez de la prueba: Se determinara mediante la estimacion de sensibilidad y especificidad

de la prueba diagndstica, a partir de valores predictivos en una tabla de contingencia.
4.12 Recoleccion de datos

Los datos obtenidos en cada etapa del experimento se registraron de forma sistematica en una
bitacora de laboratorio, con el fin de asegurar la trazabilidad del proceso y documentar posibles
variaciones. La informacion cuantitativa se organiz6 en una hoja de célculo en Excel (version
365) Corporacion Microsoft (2021) donde se estructuraron y depuraron los datos incluyendo las
observaciones de cada ensayo, la fecha de registro, el lote de antigeno y la identificacion del

espécimen, asegurando el control de calidad experimental.

21



Posteriormente, se analizaron los resultados de aglutinacion (positivos y negativos) obtenidos
en las pruebas seroldgicas y se compararon con la prueba de referencia, la Reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). Esta comparaciéon permitié evaluar la concordancia entre ambos

métodos, asi como la sensibilidad y especificidad relativa del antisuero.

4.13 Analisis de datos

Los datos fueron procesados en el software de (Di Rienzo et al. 2020). Se evaluaron los
resultados obtenidos de ambas técnicas AntiRS vs PCR, mediante la prueba planteada por
(Student, 1908) para muestras pareadas permitiendo comparar sus medias. La normalidad se

verifico mediante la funcion Kolmorogov- Smirnov.

Adicionalmente, en Microsoft Corporacion, (2021) version 365 se realizd un andlisis

complementario mediante graficas.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Identificacion fenotipica y molecular de R. solanacearum

R. solanacearum presentd en medio TZC al 1% colonias fluidas de color blanco crema con
centros rosados, caracteristicas asociadas a aislamientos virulentos de la bacteria, coincidiendo
con lo descrito por Buddenhagen y Kelman (1954) y Hayward (1991), quienes sefialan esta
morfologia como un criterio fenotipico clasico para la identificacion preliminar del patogeno.
La identificacion del biovar 1 mediante pruebas bioquimicas evidenci6é incapacidad para
metabolizar disacaridos y hexosas alcohdlicas, (figura 3) comportamiento fisioldégico asociado

a aislados tropicales del cultivo de papa.

Estos resultados coinciden con Fornos et al. (2021), quienes identificaron el biovar 1 de R.
solanacearum mediante pruebas de oxidacion y fermentacion utilizando tres disacaridos y tres
hexosas alcoholicas, observando reacciones negativas similares a las obtenidas en este estudio.
De igual manera, Diaz (2005) reporto la presencia de razas y biovares de R. solanacearum en
zonas paperas de Jinotega, Matagalpa, Esteli y Rivas, evidenciando la amplia distribucion del

patdgeno en Nicaragua.

En la caracterizacion de razas mediante inoculacion en Nicotiana tabacum se observo clorosis
a los dos dias y marchitamiento progresivo entre los 7 y 8 dias después de la inoculacion,
respuesta compatible con la raza 1 de R. solanacearum. Rios-Morales (2007) sefiala que las
pruebas de hipersensibilidad en tabaco constituyen un indicador confiable para diferenciar cepas
virulentas, debido a que la rapidez e intensidad de los sintomas reflejan la actividad de efectores

tipo III involucrados en la induccion de respuestas defensivas en las plantas.

Los aislados bacterianos identificados fenotipicamente como R. solanacearum fueron
confirmados mediante PCR, observandose amplicones de aproximadamente 280 pb, (figura 4)
tamano esperado para la identificacion molecular del patdgeno. La confirmacion molecular
permitid validar la identidad de los aislados previamente caracterizados por pruebas bioquimicas
y de patogenicidad, incrementando la confiabilidad diagnostica del estudio. Estos resultados
respaldan la importancia de combinar metodologias fenotipicas y moleculares para reducir

posibles errores de identificacion, especialmente en investigaciones orientadas a la produccion

23



de anticuerpos policlonales, donde la especificidad antigénica del patégeno constituye un factor

determinante para la sensibilidad y precision de las pruebas de aglutinacion.

Dulcitol Sorbitol Manitol

HBL‘TJIF .r/

Maltosa ® Lactosa Celobiosa

Figura 3. Identificacion fenotipica de R. solanacearum. Colonias de Ralstonia solanaceraum en
medio TZC1% (A), Plantula de tabaco con sintomas de clorosis y marchitamiento (B) y Prueba
de oxidacioén-fermentacion de azucares (C).

500 pb

280 pb

Figura 4. Identificacion molecular de R. solanacearum mediante técnica PCR. M: Marcador de
peso molecular 1kb; 1,2,5,6,7,8,9 y 10; muestras positivas para R. solanacearum; C-: Control
negativo, 4: Muestra control negativo; C+: Control positivo.

Fornos et al. (2021) describen resultaron similares a este estudio, en los que utilizaron 3
disacaridos y 3 hexosas que mediante la reaccion oxidacion y fermentacion resultaron ser
negativas, lo que indica que indica que identificaron biovar 1 en sus aislados de R.
solanacearum. Diaz, (2005) caracterizo la estructura poblacional de R. solanacearum a través
de la identificacion fenotipica de biovares y razas en los departamentos de Jinotega, Matagalpa

y Esteli, en la region norte y Rivas, en el pacifico de Nicaragua.

Rios -Morales (2007), manifiesta que la prueba de hipersensibilidad realizada en plantas de
Nicotiana tabacum permite diferenciar la virulencia de cepas y constituye un indicador

confiable de compatibilidad/incompatibilidad en hospederos no naturales, ademas menciona
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que la intensidad y velocidad de la hipersensibilidad reflejan indirectamente la funcionalidad
del repertorio de efectores tipo III del patogeno, que es la induccion de respuestas defensivas en

las plantas.

5.2 Produccion y titulacion de anticuerpos en conejos (Oryctolagus cuniculus L)

La produccion de anticuerpos policlonales en los especimenes macho y hembra de Oryctolagus
cuniculus fue confirmada mediante reacciones de aglutinacion observadas durante la interaccion
entre el suero inmunizado y células de R. solanacearum (Figura 5). La formacion de agregados

visibles evidencid la capacidad de reconocimiento antigénico de los anticuerpos generados.

Los titulos de los Ac alcanzaron diluciones de hasta 1:256 en ambos especimenes (Figura 6),
indicando una elevada afinidad de union frente al patdogeno. No obstante, los Ac obtenidos a
partir de inmunizaciones con bacterias intactas reaccionan mas rapido. Este comportamiento se
atribuye a la conservacion de la arquitectura tridimensional de los epitopos en células
bacterianas integras, condicion que favorece la induccion de anticuerpos con mayor
especificidad durante la respuesta humoral, tal como describe Van Regenmortel (1996). En
contraste, Kudlacek et al. (2020) sefialan que la lisis celular altera la conformacion estructural

de proteinas antigénicas y reducen la eficiencia del reconocimiento inmunoldgico.

La mayor nitidez observada en los anticuerpos obtenidos del conejo macho inmunizado con
bacterias intactas sugiere que el tipo de inmunogeno ejercid una influencia més determinante
que el sexo del animal. Estos resultados coinciden con Bachmann y Zinkernagel (1997) y Del
Giudice et al. (2018), quienes sostienen que la integridad estructural de los antigenos constituye
un factor clave para inducir respuestas humorales mas robustas y detectables, debido a la
adecuada conservacion de epitopos y a una interaccion mas eficiente con el sistema inmunitario.
En este sentido, las diferencias observadas entre tratamientos parecen estar asociadas
principalmente a la calidad antigénica del indculo y no necesariamente a factores bioldgicos

inherentes al sexo de los especimenes evaluados.
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Figura 5. Formacion de complejos anticuerpos-antigeno (Aglutinacion) (A) Antisuero hembra
y (B) Antisuero macho.
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Figura 6. Titulacion de anticuerpos policlonales (AntiRS) frente a R. solanacearum. Titulo de
anticuerpos con células bacterianas sin atenuar (A) y titulo de anticuerpos con células
bacterianas lisadas (B).

Los resultados obtenidos confirman que la produccion de anticuerpos policlonales en conejos
constituye una estrategia ampliamente utilizada en inmunologia y diagnostico seroldgico,
debido a la capacidad de esta especie para generar respuestas humorales robustas y titulos
elevados de inmunoglobulina G (IgG) tras la inmunizacidén con antigenos especificos. Zhao et
al. (2017) y Wang et al. (2019) sefalan que los conejos desarrollan respuestas inmunolédgicas
detectables y reproducibles, favoreciendo su aplicaciéon en pruebas seroldgicas basadas en

anticuerpos.
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Aunque en este estudio el conejo macho presentd una reaccion de aglutinacion mas definida, las
graficas de titulacion mostraron comportamientos similares entre ambos tratamientos,
alcanzando diluciones de hasta 1:256. Smith et al. (2019) reportan que no existen diferencias
consistentes entre machos y hembras en la produccion de anticuerpos policlonales, por lo que
las variaciones observadas probablemente responden a factores individuales y a la calidad

antigénica del inmundgeno mas que al sexo del animal.

Asimismo, la produccion de antisueros puede verse influenciada por factores fisioldgicos y
metodolégicos, incluyendo metabolismo, adyuvantes y técnicas de purificacion empleadas.
Leenaars y Hendriksen (2005) y Nakasamawa et al. (2016) destacan que estas variables pueden
modificar la intensidad y duracion de la respuesta inmunoloégica, razon por la cual recomiendan
estandarizar las condiciones experimentales para garantizar mayor reproducibilidad. En este
contexto, las diluciones obtenidas permitieron establecer el limite de deteccion de los
anticuerpos, aunque sus resultados deben interpretarse considerando la variabilidad biologica

inherente al proceso inmunolégico.

5.4 Determinacion de validez de la prueba

La prueba antiRS mostro alta concordancia ante la prueba de referencia PCR convencional para
la deteccion de R. solanacearum en tejido vegetal de papa. De las 30 muestras analizadas, 28
resultaron positivas y dos negativas en ambas metodologias, obteniéndose valores de
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN)
del 100%. Asimismo, la ausencia de diferencias significativas entre técnicas (P = 0.1608)
sugiere que los anticuerpos policlonales desarrollados poseen elevada afinidad y capacidad de
reconocimiento frente al patdgeno, permitiendo resultados comparables con la técnica molecular

empleada.

La amplificacion de fragmentos de aproximadamente 280 pb mediante PCR confirmo
molecularmente la presencia de R. solanacearum en las muestras evaluadas, respaldando los
resultados obtenidos mediante la prueba de aglutinacion. La coincidencia entre ambas técnicas
evidencia que el antisuero producido fue capaz de reconocer antigenos bacterianos de manera
especifica y consistente. En este sentido, Gallo, Marin y Gutiérrez (2012) sefialan que la

especificidad inmunologica depende de la interaccidon entre las regiones variables de los
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anticuerpos y epitopos antigénicos conservados o especie-especificos presentes en el patogeno,

permitiendo respuestas serologicas positivas altamente precisas.

Los resultados obtenidos sugieren que la prueba antiRS posee potencial como herramienta de
diagnostico rapido para la deteccion de R. solanacearum, especialmente bajo condiciones donde
las técnicas moleculares requieren mayor infraestructura y costos operativos. Aunque los
valores diagnosticos obtenidos fueron elevados, es importante considerar que la respuesta
seroldgica puede verse influenciada por factores biologicos y metodologicos asociados a la
produccion de antisueros, por lo que se recomienda ampliar el nimero de muestras y evaluar
distintos aislamientos bacterianos para fortalecer la validacion diagnostica del antisuero

desarrollado.

Figura 7. Verificacion de R. solanacearum con el par de oligonucledtidos universal 759/760.Gel
agarosa 1% tefiido con gelred nucleic 4cido 10000X; C+ control positivo; 1-17, Muestras a
identificar, 280 pb, producto de PCR amplificado en el tamafio esperado para la identificacion
de la especie de R. solanacearum.
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VI. CONCLUSION

Mediante pruebas fenotipicas y técnica PCR convencional se identificé a biovar 1 y raza 3 y

especies de Ralstonia solanacearum, para su posterior inoculacion en conejos.

Se evidenci6 la produccion de anticuerpos mediante aglutinacion de células bacterianas y un

titulo de anticuerpos policlonales de 1:256.

La prueba de aglutinacion con anticuerpos policlonales mostro alta sensibilidad y especificidad

al ser comparada con la técnica PCR

29



VII. RECOMENDACION

Se recomienda continuar el desarrollo y validacion de anticuerpos policlonales como

herramienta de inmunodiagnosis para Ralstonia solanacearum.

Incorporar nuevos aislamientos bacterianos provenientes de distintos rubros y zonas de

Nicaragua, con el fin de evaluar su reproducibilidad en diferentes condiciones epidemioldgicas.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Prueba T-Student, salida de InfoStat

Prueba T (muestras apareadas)
Obs (1) Obs (2) N media(dif) DE(dif) T Bilateral
antiRS PCR 30 0.07 0.25 1.44 0.1608

Anexo 2. Colonia de R. solanacearum y programa de amplificacion PCR

Anexo 3. Electroforesis de R.solanacearum e inoculacion del antigeno
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Anexo 4. Solucion antigeno y almacenamieno del antisuero

Anexo 5. Prueba de aglutinacion con anticuerpos en campo

Anexo 6. Modelo de prediccion

Prediccion de sensibilidad y especificidad

Sensibilidad 100%
Especificidad 100%
VPP 100%
VPN 100%

41



42



	Anticuerpos policlonales como herramienta dediagnóstico de Ralstonia solanacearum en el cultivo depapa Solanum tuberosum L, Nicaragua 2025
	ÍNDICE DE CONTENIDO
	ÍNDICE DE CUADROS
	ÍNDICE DE FIGURAS
	ÍNDICE DE ANEXOS
	RESUMEN
	ABSTRACT
	I. INTRODUCCIÓN
	II. OBJETIVOS
	2.1 Objetivo general

	III. MARCO DE REFERENCIA
	3.1 Generalidades de la papa

	IV. MATERIALES Y MÉTODOS
	4.1 Ubicación y fecha del estudio

	V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	5.1 Identificación fenotípica y molecular de R. solanacearum

	VI. CONCLUSIÓN
	VII. RECOMENDACIÓN
	VIII. LITERATURA CONSULTADA
	IX. ANEXOS

